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Beschrcibung 

ttrraMcuc Diasnose- und Therapicmoelichkeiten, die sich auTne 



Die voriicgendc Erfindung bcin^rocuc Diagnose- und Therapicmoglichkeiten, die sich affsneucn. expcrimcniell ab- 
gesichencn Erkenninisscn im Zusammenhang mil dem Aufireten von Procalcitonin bzw. Procalcitonin-Teilpeptidcn bei 
5 Sepsis und sepsisahnlichen schwcren sysiemischen Infekiioncn ableiien HeBcn. 

Aus den Patenten DE 42 27 454 bzw. EP 0 656 121 Bl bzw. US 5,639,617 isi es bekanm. daB die Besiimmung des 
Prohormons Procalciionin bzw. von sich davon ableiiendcn Teilpcpuden in einem Serum oder Plasma eines Paticntem 
bei dem ein Sepsisrisiko besteht bzw. bei dem sepsistypische Krankheitserscheinungen festgesiellt werden, ein wcrtvol- 
les diagnosiischcs Hilfsmittel zur Fruhcrkennung, d. h. zur Erkennung von Infektionen, die zu Sepsis fuhren konnen. und 

10 deren Abgrenzung von nicht-infektiosen Atiologien, zur Erkennung des Schweregrads und zur therapiebegleitenden Ver- 
laufsbeuneilung von Sepsis und sepsisahnlichen sysiemischen Infektionen darsiellt. Besonders wenvoll hai sich die gc- 
nannte Besiimmung zur difTerentialdiagnosiischcn Unicrscheidung von Krankheitserscheinungen, die auf sysiemischc 
mikrobielle Infektionen zuruckzufiihren sind, von andcren Krankhcilscrscheinungen nicht-infektioser Auologie erwie- 
sen, die aufgrund ihrcs klinischen Erschcinungsbildes auf eine Sepsis hindcuten konnien. jedoch in Wirklichkeii nichi 

15 auf eine systemische mikrobielle Infckiion zuruckzufiihren sind, z. B. von Krankheitserscheinungen. die auf nicht-in- 
fektiose Entziindungen einzelncr Organc, auf postoperative AbstoBungsreaktionen oder Krebserkrankungen zuruckzu- 
fiihren sind. Auch konnen systemische Entziindungen von lokalen abgegrenzt werden. 

Bezuglich eines Uberblicks iiber den jiingeren Erkenntnisstand wird verwiesen auf W. Karzai et al. in Infection, Vol. 
25 (1997), 6, S. 329-334 und die darin zitierte bzw. erwahntc weitere Fachliteratur. 

20 Procalcitonin ist bekanntgeworden als Prohormon von Calcitonin, und seine vollstandige Aminosauresequenz ist seit 
langerem bekannt (FEBS 167 (1984), S. 93-97). Procalcitonin wird unter normalen Umstanden in den C-Zellen der 
Schilddnise produziert und dann spezifisch in das Hormon Calcitonin sowie die weiteren Teilpepiide Katacalcin und ei- 
nen Ntcrminalen Rest aus 57 Aminosauren ("Aminoprocalcitonin") gespalten. 
Da bei Sepsis stark erhbhte Procalcitonin -Spiegel auch bei Patienten beobachtet werden, denen die Schilddnise vollig 

25 entfemi wurde, muBie der SchluB gezogen werden, daB das im Blut von Sepsispatienten nachweisbare Procalcitonin au- 
Berhalb der Schilddnise gebildet wird, wobei bezuglich der Organe bzw. Zellen oder der Gewebe, die fur die Procalcito- 
nin-Produktion bei Sepsis bestimmend sind, in der Fachliteratur unterschiedliche Vermutungen, die teilweise durch ex- 
perimentelles Maierial gestutzt wurden, geauBert wurden. 

Was die Natur des bei Sepsis als "Procalciionin" bestimmten Pepiids angeht, so wurde zwar in den o. g. Patenten von 

30 Anfang an klargestelk, daB das bestimmte Peptid nicht vollig mit dem bekannien Procalcitonin-Peptid voller Lange iden- 
tisch sein muB, das in den Schilddriisen als Calcitonin-Vorlaufer gebildet wird. Die Frage, ob sich das im Falle von Sepsis 
gebildete Procalcitonin von dem in den Schilddriisen gebildeten Procalcitonin unterscheidet, blieb jedoch bisher unge- 
klan. Als mogliche Unterschiede waren posttranslationale Modifikationen des bekannien Procalcitonins wie Glykosylie- 
ningen, Phosphorylierungen oder Veranderungen der Primarstruktur denkbar, jedoch auch modiflziene, verkurzte oder 

35 verlangene Aminosauresequenzen. Da die bisher angewandten analytischen Bestimmungsverfahren keine Unterschiede 
zwischen dem als Calcitonin-Vorlaufer bekannten Procalcitonin und dem bei Sepsis gebildeten Procalcitonin erkennen 
lieBen, wurde vorlaufig allgemein davon ausgegangen, daB das bei Sepsis gebildete Procalcitonin mit dem Calcitonin- 
Vorlaufer identisch ist und somit ein Peptid mit der bekannten Procalcitonin- Sequenz von 116 Aminosauren (Procalcito- 
nin 1-116) darstellt. 

40 Wie die nachfolgend im experimentellen Teil dieser Anmeldung genauer erlautenen Bestimmungen im Labor der An- 
melderin ergeben haben, unterscheidet sich das bei Sepsis gebildete Procalcitonin jedoch zwar geringftigig, jedoch signi- 
ficant von dem in der Schilddnise gebildeten vollstandigen Procalcitonin 1-116. Aus den festgestellten Unterschieden 
ergaben sich dann eine Reihe von wissenschaftlichen SchluBfolgerungen, die in neue diagnosusche und therapeutische 
Verfahren, darin verwendbare Substanzen bzw. weiterverfolgbare wissenschaftliche Ansatze umgesetzt werden konnten. 

45 Ausgangspunkt fur den in der vorliegenden Patentanmeldung ofTenbanen Erfindungskomplexes ist die iiberraschende 
Erkenntnis, daB das bei Sepsis und sepsisahnlichen sysiemischen Infektionen im Serum von Pauenten in vergleichsweise 
hohen Konzentrationen nachweisbare Procalcitonin nicht das vollsiandige Procalcitonin 1-116 mit 116 Aminosauren ist, 
sondem ein am Aminoterminus um ein Dipeptid verkiirztes, ansonsten jedoch identisches Procalcitonin mit einer Ami- 
nosauresequenz von nur 114 Aminosauren (Procalcitonin 3-116). 

50 Das gegeniiber dem vollstandigen Procalcitonin fehlende Dipeptid weist die Struktur Ala-Pro auf. Das Fehlen eines 
Dipepuds mit einem Prolinrest als zweite Aminosaure des Amino-Terminus des vollstandigen Procalcitoninsequenz gab 
AnlaB zu der Vermutung, daB bei der Erzeugung des bei Sepsis nachweisbaren Procalcitonins 3-116 eine bestimmte Pep- 
tidase eine Rolle spielt, und zwar die sogenannie Dipeptidyl-(Amino)-Pepiidase IV (DP IV oder DAP IV bzw. CD26). 
Uber die Spezifitat der genannten Dipeptidyl-Aminopepudase IV exisuen eine umfangreiche Literatur, die zusammen- 

55 gefaBt ist in dem Buch von Bernhard Fleischer, "Dipeptidyl Peptidase IV (CD26) in Metabolism and the Immune Re- 
sponse", 1995, Springer- Verlag, Heidelberg. (ISBN 3-40-60199-6). Hervorsiechende Eigenschaft der Dipeptidyl-Ami- 
nopeptidase IV ist es, von Pepiiden am Aminoterminus Dipepiide der Su*uktur Xaa-Pro sowie auBerdem Xaa-Ala abzu- 
spalten. Die Dipeptidyl-Aminopeptidase IV (nachfolgend wird normalerweise die Abkiirzung DAP IV verwendet) stellt 
ein Membranprotein mit einer kurzen hydrophoben N-terminalen Sequenz dar und wird in unterschiedlichen Geweben 

60 produzien. Es gibt Erkenntnisse, daB Dipeptidyl-Aminopeptidase IV T-Lymphozyten aktivieren kann und somit Teil ei- 
nes "alternativen Wegs" der T-Zellakuvierung ist. 

Zur Bestimmung einer moglichen Rolle der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV im Rahmen von sysiemischen Infektionen 
bzw. von Sepsis haben die Erfinder daher experimented 1 gepriift, ob eine {Correlation der physiologischen DAP IV Kon- 
zentrauonen mit dem Nachweis einer Sepsis moglich ist, und aus den erhaltenen Ergebnissen, die eine deranige Korre- 

65 lation zeigten, wurde der SchluB gezogen, daB das Aufireten hoher Procalcitonin-Konzentrationen bei Sepsis und syste- 
mischen Infektionen eng mit einer gegeniiber einem gesunden Normalzustand modifizienen Dipeptidyl-Aminopeptidase 
IV-Aku'vitat verkniipft ist. In einem weiteren FolgeschluB wurde dann postulien, daB diesc modiflziene DAP IV Akiivi- 
tat moglicherweise nicht nur zu der bekannien Erhohung der Procalcitonin-Spiegel in Patientenscren fuhn, sondern daB 
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' in shnlichcr Wcisc auch crhdhic K^cntraiioncn andcrcr Prohormone mcBbar scin konntcjyodaB die Bcsiimmung dcr- 
^^^ctir^^m^nauyc zur Procalchonin-Bcsiimmung darsielh bAp.gnc. .si. d.c Proealcuo- 
n^Bes— °"n E inzeTi I enlBfanzen oder in diagnosusch s.gnifikanier We.se wcf»usichcn, 

£SS daB be SepsisS das vollstandige Procalciton.n 1-116 im Serum von Pat.en.en gefunden wird, 
,nnd cm dnTcrkUmc Procalciionin 3-116. ist schlieBlich auch von poieniiellem Interesse fur die Seps.s-Thcrap.c In ei- 5 
sondcrn cm x crku '""_™' C "° al Crf c „ e Med ]998 Vo l. 26. No. 6. S. 1001-1006 werden expenmeniellc Bcfundc 
SSS :S u f i^^d^JS^Lcndc Procalcitonin nichi ntir ein "-^^iE^ 
ke i"r der z B als S.offwechscl-Abfallprodukt entsiandcn ist. sondem in einem infekuos bedingten Emzundung go 
th,hen rin aktivc Rollc als Mediator zu sp.clen sche.nl. indem Procalciion.n e.ne Entzundungsrcakuon aufrcch.crhal- 
^Z2t£E*£* Rolk von Procalcitonin wird gegenwartig kontrovers diskutien, und d.c bckannt gewor- ,0 
denen Vcrsuchscrsebnisse ereeben kein einheitliches Bild. i„ t ™„ «„f,riii 

D?e o B Erkenntnis daB bei Sepsis ein am Aminoterminus urn zwc. Aminosauren verkurztes Procalc.ton.n auftnt . 
l P p?nunmchr dfc vlrmutung nahe daB das Procalciionin, das im Falle von Sepsis und anderen entzundl.chen system- 
iSTS££.S5« Sic sp.c.1. dieses vcrkurzic Procalc.tonin 3-116 sein durfte. und daB .^^uchungen d. 
™fc dem Socakiion.npepiid voller Lanec durcheefuhn wurden, u. a. aus d.esem Grunde abwe.chende oder w.dcr- 15 
SSiBSSSJffilcn Es ist durchaus bckannt. daB viele physiologisch akuve Peptide durch Spaltun* z£. 
S^SSSLm cines kurzen Peptides, in ihre e.ngentliche aktive Form uberfuhrt ^ 
Befso e i t Angiotensin bei dem aus dem nichtaktiven Angiotensinogen mil 14 Aminosauren. durch sukzess.ve Abspal- 
fung «i ne STp p ids und dann eines Dipeptids sowie schlieBlich einer einzelnen A^mosa^ Peptide mit erheb- 
5 fumaschiedUchen physiologischen Aktivitaten gebildet werden. DaB relat.v genngfug.ge Mod.fikat.onen «nN-T«-- 
mtu Z nhvsioSsch akdven Peptiden, auch unter EinfluB von DAP IV, im Rahmen des Immungeschchens e.ne 

3-116 bei Seosis und systemischen Infektionen zu spielen scheint, die weiterfuhrende Folgerung, daB eine *^ s .«"* 
^ SSrELdungsgeschehen auch dadurch therapeutisch 

Freisetzung von Procalciionin 3-116 verantwortliche Dipeptidyl-Aminopepudase IV in ihrer Wi rkung basinfluBt, indem 
man sie z B durch geeignete selektive Binder, Antikorper oder ahnliche Rezeptoren-Molekule blockiert. 

Es st Ziei deTvoSegenden Patentanmeldung, die sich aus den obigen neuen Erkenntmssen und daraus <->«**«? 
nj» im z-ici uti vuin^e _, ^,i;^v, oKincirhpm cnwpn riiese unter Berucksicnti- 
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Es ist Ziel der vorheeenden raiemanmeiaung, uic wui aus uwi W u. £ .u X,w;^t; 

ScWuBfoTgenSen ergebenden neuen technischen Lehren patentrechtlich abzusichem, soweit diese unter Berucksichu- 
eune des derzeiugen Erkenntnisstandes einem Patentschutz zuganglich sind. 

Se beigeTiSS Patentanspriiche fassen derartige schutzfahige Lehren vorlaufig zusammen. We.tere schutzfahige 
lSmSSSa fur den Fachmann aus dem Gesamttext der vorliegenden Anmeldung unter ^^m^ 
experimentellen Teil angefuhrten Versuchsbedingungen und Versuchsergebnisse sowie den zugehongen Erlauterungen 
D e Beanspruchung deraniger Lehren durch zusatzliche Anspriiche bleib, ^ c ^ h ^^ me ^ das 
Nachfolgend wird unter Bezugnahme auf mehrere Diagramme ausgewahltes expenmentelles Material voigelegt, das 
die neuen Erkenntnisse untermauert bzw. das fur die Richtigkeit der daraus abgeleiteten Annahmen spneht. 

Fig^die S &rebni?s e e n einer Procalcitonin-IsoUerung und Aufreinigung per HPLC aus einem Mischserum aus gesam- 
melten Seren von verschiedenen Patienten mit schwerer Sepsis; # _ ^.^ 

F^ 2 d?e &gebnSe einer tnassenspektroskopischen Untersuchung derjenigen Fraktionen des Mischserums aus F,g. 
1 die eine hohe Procalcitonin-Immunreaktivitat aufwiesen; 

Rg 3 Ergebnisse der Besummung der Enzymaktivitat von Dipeptidyl-Aminopepudase IV ,n sepuschen Seren und 

^rSSsse der Besummung von Procalcitomn in septischen Seren and Normalseren i« G e genubersteUung 55 
mit &gebnissen der Bestimmung eines weiteren Prohormone namlich pro-Gastnn-Releas,ng-Pepude (proGRP), in den 
gleichen Seren. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

A. Isolierung und Charakterisiemng des endogenen Procalcitonin-Peptids aus Seren septischer Patienten 

Durch Vermischen von Serumproben von verschiedenen Patienten mil schwerer Sepsis wurde ein Mischserum mil ei- 
nem Gesamivolumen von 68 ml hergestellt. Die Procalcitonin-Konzentratin in dem erhaltener. Mischserum wurde .mit 
Hilfe eines kommerziellen Procalcitonin-Assays (LUMItest PCT. B.R.A.H.M.S Diagnostica) zu 280 ng/ml (Gesamt- 
menoe 19 ug) ermittelt. Das Mischserum wurde mit einem gleichen Volumen emcs Puffers (68 ml; lOmM bUtA, 
1 mg^ml Maus-IgG, 2 mg/ml Schaf-IgG. 2 mg/ml bovines IgG. 0,1 mNol Leupcptin, 50 pM Amastaun in PBS) ver- 
mischt und das in der Probe enthaltene Procalciionin wurde affinitatschromatographisch isoliert und gcreimgt. 
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Hierzu wurde die gesamic Misoj^pbe bci cincr DurchfluBrate von 0.5 ml/mi n vicrmay^fccrcinandcr uber cine Affi- 
nitatssaulc (0,5 x ] cm. Anti-CalJ^^ki-Anukorper. gcbunden an Carbolink der Firma Pi^^Wrocalcitonin-Bindckapa- 

zitat ca. 20 ug) gcpumpi. Anschli^Ri wurde die Saule mil 30 ml PBS gewaschen, und da^TOundenc Peptid wurde mil 
Hilfe von 50 mM Essissaurc (pH ca. 2.0) cluien. Der SaulenausfluB wurde kominuierlich auf Absorption bei 280 nm 
5 uberwacht, und die von der Essigsaure eluiene Proieinfraklion wurde aufgefangen (Endvolumen 2.0 ml). 

Das auf dicse Weise gesammelie Material wurde uber Umkehrphasen-HPLC an einer rpCig-Saule u Bondapak 0,4 x 
30 mm (Firma Waters) gereinigt. Die DurchfluBgcschwindigkeit betrug 1 ml/min. Laufmittel und Eluiionsbedingungen 
sind der folgenden Tabelle 1 zu entnehmen. 

10 Tabelle 1 : Eluiionsbedingungen rp-HPLC Procalcitonin 



Laufmittel A: 
15 Laufmittel 3 : 
Gradient : 

20 



5 % Acetonitril 
20 mM NH 4 -Acetat 
90 % Acetonitril 
20 mM NH 4 -Acetat 
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min 


100 
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0 
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2,5 


min 


100 
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A 
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5,0 


min 


89 
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11 
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55, 0 


min 


56 
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44 
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60, 0 


min 
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A 


100 
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B 
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Der SaulenausfluB wurde kominuierlich auf seine Absorption bei 214 nm vermessen und in Fraktionen von 0,25 ml 
gesammelt. Mil Hilfe eines handelsubliche Procalcitonin- Assays (LUMIiest PCT, B.R.A.H.M.S Diagnostica) wurden 
diejenigen Fraktionen bestimmt, in denen eine PCT-Immunreakti vital nachweisbar war. Es zeigte sich, daB die Haupt- 
Immunreakti vital in der 51. Fraklion als scharfe Bande eluiert wurde. AuBerdem wurden heterogen zusammengesetzte 
30 Proteinfraktionen mit geringeren PCT-Immunreakti vitaten in den Fraktionen 39 bis 49 erhalten. 

Fig. 1 zeigt die ermittehe PCT-Immunreakti vital (ausgedriickt als ng PCT/ml) fur die einzelnen gesammelten Fraktio- 
nen der rp HPLC-Chromatographie, uberlagert einer Kurve, die die optische Dichte (OD) der eluierten Fraktionen dar- 
stellt. 

Alle Fraktionen, die eine positive Procalcitonin-Immunreakti vital aufwiesen, wurden durch Begasen mit Stickstoff ge- 
35 trocknet. AnschlieBend wurden die Proben massenspektrometrisch analysiert und einer N-terminalen Sequenzierung un- 
terworfen. 

Bei der massenspektrometrischen Untersuchung (MALDI-TOF-Methode) wurde fur die Fraktionen 50-52 das in Fig. 
2 gezeigte Profil erhalten, aus dem sich eine Molmasse von 12640 +15 ergab. Samtliche anderen massenspektrometrisch 
untersuchten Fraktionen (36-49, 53-59) ergaben heterogene Massenverteilungen mit Molmassen <12640. Ihre Einzel- 
40 masse ergab im Vergleich zur Intensitat der Masse der Fraktion 50-52 eine Intensitat von <2%. Damit wurde nachgewie- 
sen, daB die Procalcitonin-Immunreakti vitat in Seren von Sepsispatienten mit einer Masse von 12640±15 assoziiert ist. 
Keine der gewonnenen Fraktionen wies eine hohere Masse auf. 

Die in den Fraktionen 36-59 enthaltenen Peptide wurden einer N-terminalen Sequenzierung unterworfen. Auch hier- 
bei erwies sich der Inhalt der Fraktionen 36-49 und 53-59 als heterogen, d. h. es wurde eine Vielzahl von unterschiedli- 
45 chen N-Termini ermittelt. 

Fiir die Fraktion 50-52, in denen die uberwiegende Procalcitonin-Immunreaktivitat zu finden war, ergab sich, daB die 
darin enthaltenen Peptide eindeutig folgenden N-Terminus (15 Aminosauren) aufwiesen: 
Phe Arg Ser Ala Leu Glu Ser Ser Pro Ala Asp Pro Ala Thr Leu 

Das Peptid aus den Fraktionen 50-52 wurde anschlieBend mittels Protease Glu-C bzw. Trypsin verdaut, die entstande- 
50 nen Fragmente wurden auf an sich bekannte Weise uber SMART-HPLC gewonnen und anschlieBend massenspektrome- 
trisch und sequenzanalytisch untersucht. 

Es wurde eine Sequenz erhalten, die vollstandig mit der Sequenz der Aminosauren 3-116 des bekannten Procalcito- 
nins 1-116 ubereinstimmte. Die theoretische Masse dieser Sequenz betrug 12627, was mit der massenspektrometrisch 
ermittelten Masse von 12640±15 ubereinsummt. 
55 Damit wurde nachgewiesen, daB im Blut von Sepsispatienten ein Procalcitonin-Peptid zirkuliert, das 114 Aminosau- 
ren umfaBt und als Procalcitonin 3-116 zu bezeichnen ist. Das Peptid ist nicht durch posttranslationale Modifikationen 
wie Phosphorylierungen oder Glykosylierungen verandert. 

Das Procalcitonin 3-116 wurde bisher in der wissenschaftlichen Literatur noch nicht als mogliches endogenes Procal- 
citonin-Teilpeptid diskuuert, und es bestand daher bisher fur den Fachmann auch noch keinerlei Veranlassung, dieses 
60 Peptid gezielt herzustellen und auf seine Eigenschaften zu untersuchen. Die obigen Befunde lieferten nunmehr jedoch ei- 
nen AnlaB zur gezielten Herstellung des genannten Procalcitonin 3-116 nach gentechnologischen Techniken. Seine Her- 
stellung wird nachfolgend beschrieben. 

B. Klonierung, Expression und Aufreinigung von rekonibinantem Procalcitonin 3-116. 

65 

1. Klonierung 

Die fiir Procalcitonin 3-116 (nachfolgend abgekurzt PCT 114) codierenden DNA-Fragmente wurden unter Anwen- 
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dune cincr PCR-Amplifikation ijfelfc gccigncier Oligonuklcotidpnmcr aus cincm hA|cn Schilddriisen-cDNA- 
Pool isolicn. Das gcwunschtc Fn^Me wurde mitiels gangigcr Meihoden (Ausubcl FMH R. Kingston RE. Moore 
DD Seidman JG. Smiih JA. und struhl K (1991). Current Protocols in Molecular BiologT3ohn Wiley & Sons. New 
York) klonicn. und die korTekie Nuklcoiidsequcnz wurdc durch DNA-Sequenzierung und Vergleich mil der bekannten. 
fur Procalciionin codierenden DNA-Sequcnz verinzien. 

Fur die Expression der fiir PCT 114 codierenden cDNA wurde ein Vekior verwendet, der neben einem T7-Promotor 
eine Region enthalt. die fur das Signalpepiid des sog. pelB-Proieins codien. Dieses pclB-Signalpeptid sorgt dafur. daB 
ein nach Klonierung und Expression entstandenes Fusionsprotein durch die cyioplasmausche Membran der fur die Ex- 
pression verwendeten Wmzellen in den periplasmatischen Raum transponien wird. Bei diesem Transport vorgang wird 
gleichzeiug das N-iermmale Signalpepiid durch eine membransiandige Signalpeptidase abgetrennt (Stader _JA und Sil- 
haw TJ (1990). Engineering Escherichia coli to secrete heterologous gene products. Methods Enzymol. 1 85, 166-1 »/). 
Diese Vorgchcnsweise garanticn. daB das gefundene Expressionsprodukt exakt die gewunschte Sequenz aufwcist. Bei 
dieser Vorechcnsweise fehlt das bei anderen Methoden zur Expression notwendige N-terminale Meihiomn. 

Nach dc5r Klonierung der cDNA fur PCT 1 1 4 in einen Vektor der genannten Art und der Transforming von E. coli 
mit diesem Vektor wurde Procalciionin 3-1 1 6 exprimiert. Die periplasmatische Fraktion mil dem expnmienen Procalci- 
ionin 3-116 wurde auf an sich bekanntc Weise isoliert (Neu HC und Hcppel LA (1965), The release erf enzymes from 
Escherichia coli by osmotic shock and during the formation of spheroblasts, J. Biol. Chem. 240, 3685-3692) Nach oner 
Zemrifuoierun* (100.000 g. 30 min. 4°C) und Filtration des fliissigen Uberstands (0,2 urn) wurde das erhaltene Filtrat 
durch Anionen-Ausiauschchromatographie aufgetrennt. Die Frakiionen mit Procalcitonin-I mm unreakti vital wurden ver- 
einigt und uber Umkehrphasen-HPLC aufgereinigt, wie im Zusammenhang mil der Isoherung von PCT 3-116 aus sep- 
tischen Seren beschrieben wurde. .. . 

Alle Frakiionen mit Procalciionin -Immunreakti vital wurden vereinigt und lyopmlisiert. Wie eine Uberprufung des 
Materials mittels SDS-PAGE ergab. war das so gewonnene Material zu mindestens 95% sauber. 

Die Idenlitat des exprimicrten und aufgereinigien Peptids als Procalciionin 3-116 wurde durch Massenspektrometne 
und Sequenzanalyse bestatigl. . 

Das erhaltene rekombinante Procalciionin 3-116 stellt ein neues rekombinantes Peptid dar und kann in dieser Form 
zur Herstellung von Immunreagenzien verwendet sowie auf seine Eignung als Therapeutikum bzw. auf seiner Fahigkeit, 
im Sinne der o. g. Veroffenllichung (Eric S Nylcn, a.a.O.) prophylaktisch und .therapeutisch zu wirken, untersuchl wer- 

dC Zur Hersiellung von Kalibratoren fiir PCT- Assays wurde das oben fur die gentechnologische Herstellung von Procal- 
ciionin 3-116 beschriebene Verfahren in im wesentlichen identischer Form auch zur Herstellung des vollstandigen Pro- 
calcitonins 1-116 und des Procalcitonins 2-116 eingesetzt. 

C. Ermiulung der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV (DAP IV)-Aktivitat in humanen Normalseren bzw. Seren von Patien- 

ten mit schwerer Sepsis 35 

Jeweils 20 Serumproben von gesunden Normalpersonen sowie von Sepsispatienten wurden auf ihre fur Dipeptidyl- 
Aminopeptidase IV-spezifische Enzymakti vital untersuchl. Die DAP IV-Enzymaktivitat wurde auf an sich bekannte 
Weise fluorometrisch unter Verwendung von Lys-Pro-4-Methoxybeta-naphthylamid vermessen. Dazu wurden jeweils 2 
ul des zu uberpriifenden Serums mit 3 ml Substrat (50 ug/ml Lys-Pro-4-Methoxybeta-naphylarmd, 50 mM Tns/HCl, pH 
7 5) vermischt, und die aufiretende Fluoreszenz wurde kontinuierlich unter Anregung mit Lichl emer Wellenlange von 
340 nm bei einer Emissions wellenlange von 410 nm gemessen. Das Fluoreszenzsignal wurde mittels einer 4-Meihoxy- 
naphthylamin-Losung kalibriert. Die auf diese Weise ermittelte Enzymaklivitat wird in nmol/-min angegeben. 

Die erhaltenen Ergebnisse sind Fig. 3 dargeslellt. . 

Es ist klar zu erkennen, daB die DAP IV-Enzymaktiviiat in den Sepsis-Seren deullich mednger hegt als in den beren 
von gesunden Normalpersonen (Blutspenderseren). Damit lafit sich die Bestimmung der DAP IV-Enzymaktivitat im 
Plasma oder Serum auch zur Erkennung von Sepsis in Patientenseren heranziehen. 

Die bei Sepsis deudich erniedriste Plasmakonzentration an DAP IV kann einerseiis als Beleg dafur angesehen werden, 
daB DAP IV an einem Sepsis -Geschehen mitbeteiligt ist. Andererseits deuten die Ergebnisse darauf hin, daB es nicht die 
Konzentration an DAP IV im Plasma sein kann, die fur die Bildung von Procalciionin 3-116 verantwortlich ist. Die er- 50 
haltenen Ergebnisse legen vielmehr den SchluB nahe, daB Procalciionin 3-116 durch gewebs- bzw. zellgebundene DAP 
IV, moglicherweise intrazellular, gebildet und aus Procalcitonin-erzeugenden oder speichemden Zellen freigesetzt wird. 

Die der Literatur entnehmbare Information, daB DAP IV von aktivierten T-Zellen exprimiert wird, (vergleiche Hegen 
und Oravecz, Protein-Reviews on the WEB; Fleischer, a.a.O.) deutet auf einen engen Zusammenhang zwischen der Ex- 
pression von DAP IV und dem Aktivierungszustand des Immunsystems hin, das bei einer septischen systemischen In- 55 
fektion extrem belastet ist und daher typische Reaktionen zeigt, die sich u. a. in einer stark erhohten Procalciionin 3-116 
Bildung auBern. . 

Abgesehen von den sich aus den obigen Befunden ergebenden Moglichkeiten, DAP IV im Rahmen der Sepsis-Dia- 
gnose zu bestimmen, konnen die obigen Ergebnisse auch darauf hindeuten, daB die bei einer Sepsis kaskadenartig ab- 
laufenden Vorgange durch DAP IV-Hemmstoffe therapeutisch zu beeinfluBt werden konnen, wodurch es moglich sein 60 
konnte, die Freisetzung von Procalciionin 3-116 sowie anderen Hormonen oder konvertierten Prohormonen unter Sepsis 
zu verhindern oder zu vermindern, so daB paihologische Konsequenzen dieser Prohormonfreisetzung verminderi oder 
vermieden werden konnen. 

D. Bestimmung der Konzentrationen anderer Prohormone als Procalciionin bei Sepsis am Beispiel der Bestimmung von 65 

proGRP 

Die Tatsache, daB bei Sepsis nicht das vollstandige Prohormon Procalciionin, sondern das urn ein Xaa-Pro-Dipeptid 
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verkiinac Prohormon frcigesct^Bfcd, sowie die Fcstsieilung. daB DAP IV im Rahme^^K Sepsis-Gcschchcns einc 
Rolle zu spiclcn schcini, fiihrie^^V Hypoihesc. daB bei Sepsis nicht nur Procalciionin^^pi freigesetzi wird. sondcm 
daB Procalciionin 3-1 16 nur ein vcrtreicr aus einer ganzen Gruppc von Prohormonen oder ahnlichen Pepuden. z. B. sol- 
chen mil immunmoduiaiorischen Eigenschaften, ist, die bei Sepsis in erhohiem MaBe und vermutlich in konvcniener 

5 Form frcigesctzt wcrden. moglichcrwcise unter dem EinfiuB. ciner verandenen DAP IV-Aktiviiai. 

Eine Uberprufung bekannier Prohormone und der fur diese Prohormone der Liieratur entnehmbaren Aminosaurese- 
quenzen zeigie, daB tatsachlich bei den meisten bekannten Prohormonen am Aminoierminus cin Dipepiid zu finden ist, 
daB als Xaa-Pro definiert werden kann und das daher in einem ahnlichen Sinne, wie beim Procalciionin beobachtet, von 
DAP IV abgespalien werden kann. Im einzelncn finden sich am Aminoierminus sehr vieler Prohormone oder Immunmo- 

10 dulaloren Dipepiide des genannien Typs. Die nachfolgende labellarische Ubersicht iiber Liieraiurdaien gibi eincn Uber- 
blick iiber einige ausgewahlte Prohormone bzw. Immunmodulatoren, das bei diesen zu am Ami no-Terminus zu findende 
Dipepiid sowie ihre Gesamtzahl der Aminosauren. 

Die in der Tabelle 2 aufgefuhrten Prohormone siellen Beispiele fur Prohormone dar, deren Konzenirationen bei Sepsis 
erhoht sein konnen, ohne daB die Aufzahlung als erschopfend anzusehen ist. Bei den Immunmodulaioren isi mil einer 

15 Beeinflussung der Akiiviial durch Abspallung eincs Dipcpiids zu rechnen. 

Tabelle 2 

Pro-Hormon/ Dipeptid am Gesamtzahl 

Immunmodulator N- Terminus aller Aminosauren 





pro-Endothelin-l 


Ala 


Pro 


195 


25 


pro -Brain -Nat riuretic- 
Peptide (pro-BNP) 


His 


Pro 


108 




pro-Atrial -Natriuretic-- 
Peptide (pro-ANP) 


Asn 


Pro 


128 


30 


pro-Leptin 


Val 


Pro 


146 


pro-Neuropeptide Y 


Tyr 


Pro 


69 




pro- Somatostatin 


Ala 


Pro 


32 




pro-Neuropeptide YY 


Thr 


Pro 


69 


35 


Interleukin 6 


Val 


Pro 


183 




Interleukin 10 


Ser 


Pro 


160 




pro-Gastrin-Releasing 
Peptid (proGRP) 


Val 


Pro 


115 


40 


pro-Opiomelanocortin 


Trp 


Cys 


241 




pro - Adr enomedu 1 1 in 


Ala Arg 


164 




Procalcitonin (PCT) 


Ala 


Pro 


116 



45 Die bisherigen experimentellen Befunde deuten auf die Moglichkeit hin, daB unter dem EinfiuB DAP VI bei den kom- 
plexen. physiologischen Reaktionen des Immunsystems, wie sie bei einer sysiemischen Infektion wie Sepsis ablaufen, 
Prohormone und/oder Peptid-Immunmodulatoren wie Interleukine unter Abspaltung von Dipeptiden am Amino-Termi- 
nus freigesetzt und moglicherweise in ihre physiologisch aktive Form uberfuhrt werden, die durch Wechselwirkung mit 
zugehorigen spezifischen Rezeptoren oder anderen Bindern weitere Folgeschritte in der Kaskade einer Immunantwort 

50 auslosen. 

Wenn eine derartige Annahme richtig ist, konnten bei Sepsis auch die Konzentration anderer Prohormone als Procal- 
citonin signifikant erhoht sein. 

Es wurde daher parallel zu einer Procalcitonin-Besummung in Normalseren und Seren von Sepsis-Patienten auch die 
Bestimmung eines weiteren, eher willkiirlich ausgewahlten Prohormons, namlich des pro-Gastrin-Releasing Peptide 
55 (proGRP) durchgefuhrt, fur dessen Bestimmung ein Assay im Handel ist und das in einer jiingeren Verdffentlichung als 
Tumormarker beim kleinzelligen Bronchialkarzinom beschrieben wird (Petra Stieber et al. J Lab Med 1997, 21(6): 
336-344). Ein Assay zur Bestimmung von ProGRP wird von der Tonen Corporation unter der Bezeichnung ProGRP 
EL1SA KIT™ im Handel angeboten. 

Unter Verwendung dieses Kits wurden unter Einhaltung der Arbeitsweisen, die in den Gebrauchsinformationen des je- 
60 weiligen kommerziellen Kits vorgeschrieben wurden, die in Fig. 4 dargestellten MeBergebnisse erhalten. 

Ein Vergleich der fur Procalcitonin einerseits und ProGRP andererseits erhaltenen Wene zeigt, daB bei Procalcitonin 
die Unterscheidung zwischen Normalseren und Sepsis-Seren zwar eindeutiger ist, daB aber die ProGRP-Konzentratio- 
nen in weitgehend ahnlicher Weise erhoht ist wie die von Procalcitonin. 

Eine ahnliche Prufung z. B. der anderen Prohormone und Peptid-Immunmodulatoren der o. g. Aufstellung kann sofort 
65 zeigen, welche der aufgefuhrten Substanzen bei Sepsis ahnlich wie PCT erhoht sind. Die genannte Priifung ist angesichts 
der hierin orTenbarten Ergebnisse als RoutinemaBnahme anzusehen, und wenn derartige Priifungen zu posiuven Ergeb- 
nissen fiihren, wurde von der Lehre der vorliegendcn Anmeldung Gebrauch gemacht. 
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Patcntanspriichc 

I Verfahren zur difrcrcnlialdEsiischcn Friihcrkcnnung und Erkennung. zur BcunMg dcs Schwcrcgrads und 
zur therapiebcelciicndcn Vcrlaufsbeuneilung von Sepsis und schweren Infektionen, insbesondere sepsisahnlichen 
sysiemischcn Infektionen. dadurch gekennzeichnel. daB man in einer Probe einer biologischen Fluss.gke.i eines 
Patienten den Gehalis mindestens eines Pepiid-Prohormons, das nichi Procalciton.n ist, und/oder eincs s.ch davon 
ableiienden Teilpeptids. das nicht das aus dem Pepiid-Prohormon erhakliche eigenthche Hormon ist, bestimrni und 
aus der fcsigesiellten Anwcscnheii und/oder Menge des bcsiimmien Prohonnons auf das Vorliegcn einer Scps.s 
Oder sepsisahnlichen systermschen Infektion. ihren Schwcregrad und/oder den Erfolg einer iherapeuuschen Be- 

^vShS'nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnel. daB das Pepiid-Prohormon ausgewahlt isi aus pro-Gastrin- 
Releasine Peplid (proGRP), pro-Endoihelin-1 , pro-Brain-Nairiuretic-Peptid (pro-BNP). pro-AtnaJ-Natnureuc-Pep- 
Ud (CaNP), pm-Lepun pro-Neuropeptid-Y, pro-Somatostalin, pro-Neuropeptid-YY. pro-Op.omclanocomn 
oder pro- Adrenomedullin. . ~ 

3 Verfahren nach cincm dcr Anspriiche 1 odcr 2, dadurch gekennzeichnel, daB durch die Bestimmung ein Teilpep- 
tid erfaBi wird, das S1 ch von dem bekannien vollstandigen Prohormon-Pepiid durch das Fehl i eines solchcn ^Dipcp- 
lids am Arnino-Terrninus untcrscheidet, wie es von der Dipepudyl-Arninopeptidase IV (DP IV oder DAP IV oder 
CD^6) vom Ende eines Peptids abspaltbar isi. . 

4 Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnel, daB das Dipeptid ein Xaa-Pro-Dipepud ist, wobei Xaa fur 
die aminoierminale Aminosaure des vollstandigen Prohormon-Pepuds siehi- 

5 Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnel, daB man die Bestimmung als Immunoas- 
say oder Prazipiiationsassay durchfuh* und auf Sepsis oder sepsisahnliche schwere Infektionen schhefil, wenn die 
Konzeniration des besiimmten Pepiid-Prohormons signifikant iiber den Wenen hegt, die bei gesunden Normalper- 
sonen beobachtel werden konnen. 

6 Verfahren zur differentialdiagnoslischen Friiherkennung, zur Erkennung des Schweregrads und zur therapiebe- 
gleitenden Verlaufsbeurteilung von Sepsis und sepsisahnlichen systermschen Infekuonen^ ^^>^?^ 
daB man in einer serum- oder Plasmaprobe eines Patienten den Gehalt an Dipepudyl-Pepudase IV DP IV, Dipep- 
tid vl-Aminopeplidase IV; DAP IV oder CD 26) bestimmt und aufgrund einer gegenuber gesunden Norma^personen 
signifikant erniedrigten Konzeniration das Vorliegen einer Sepsis oder sepsisahnlichen systermschen Infekuon dia- 
gnosuziert. 

7. Gentechnologisch hergestelltes Procalcitonin 3-116. Am : n „ 
8 Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von Procalcitonin 3-116, bei dem man eine fur die 114 Amno- 
sauren des Procalcitonins 3-116 codierende cDNA-Sequenz in einen geeigneten Vektor insenert, mil dem gebilde- 
ten Vektor geeignete Wirtszellen transformiert, so daB diese Procalcitonin 3-116 expnrmeren daB man die Wirt s- 
zellen aufarbeitet und eine das expnmierte Procalcitonin 3-1 1 6 enthaltende Fraktion isobert und daraus durch chro- 
maiographische Reinigung das gentechnologisch hergestellte Procalcitonin 3-116 in wenigstens 90%iger Remheit 

endung von rekombinani hergestelltem Procalcitonin 3-116 als Kalibrator in Procalcitonin-Assays oder zur 
Herstellung von Therapeutika zur Vorbeugung und Behandlung von Sepsis und sepsis ahnbehen systermschen In- 

10. Verfahren zur Messung von Procalcitonin 3-116 als indikationsunabhangiger Diagnostikparameter. 

Hierzu 4 Seite(n) Zeichnungen 
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HPLC-Reinigung von affinitatsgereinigten humanen PCT 
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Enzymaktivitat von DAP IV in septischen Seren vs. Blutspenderseren 
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